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(54) Titie: SUPPORT SYSTEM IN THE FORM OF PROTEIN-BASED NANOPARTICLES FOR THE CELL-SPECIRC EN- 
^ RICHMENT OF PHARMACEUTICALLY ACTIVE SUBSTANCES 

(54) Bezelchnung: TRAGERSYSTEM IN FORM VON NANOPARTIKELN AUF PROTEINBASIS ZUR ZELLSPEZIFISCHEN 
ANREICHERUNG VON PHARMAZEUTISCH AKTIVBN WIRTSTOFFEN 

(5^ Ab^ract: The invention relates to a suRxjrt system in the fonn of piDtein-based nanoparticles for the cell-specific, intraceUolar 
enrichment of at least one pharmacologically active substance, which has structures that are coupled by means of zeactive groups. 
Said structures enable a cell-specific attachment and cellular absorption of the nanoparticles. The invention also relates to a method 
for producing said system. 

(57) Zusammeofassung: Tragersystem in Form von Nanopartikeln anf Proteinbasis zur zeltspezifisclKn, intrazellularen Anrei- 
cherung zumindest eincs pharmakologisch aktiven Wirkstoffe, das uber reaktive Gruppen gekoppelte Strukturen aufweist, die eine 
zeltspezifische Anlagerung und zellulare Aufhahme der Nanopartikel enndglichen sowie Verfahren zu seiner Heistellung. 
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Tragersystem in Form von Naxiopart:ikelzi auf Proteizibasis zulx 
zellspezi£ischezi Ajureicheximg von pharmazeut:iscb. ak1:lvexx 

Wirkstoffen 

Gegensiiand der Sxfxndimg ist ein Trager-systrem fiir 
pharmazeutisch aktive wirkst:offe, das zur zellepezif iscliexa. 
Anrelclierung der phanoazeulsiscli aktiven Wirkstoff e geeignet: 
ist: und in Form von Avidln-modifizierten Nanopartxkeln auf 
Proteinbasis, vorzugsvieise auf Ba^ls von Gelatine und/odea:: 
Serumalbumin, insbesondere humanem Serumalbumin (HSA) , 
"vorliegt, an die biotinylierte Aatikdrper durch Ausbildung 
eines stabilen Avidin-Biotin-Komplexes gebunden sind und ' 
bei denen eizie zus&tzliche Bindung von pharmazeutisch. 
aktiven Wirkstof £en sowohl kovalent oder kozoplesierend fiber 
das Avidin-Biotin-System als auch. inkosrporativ oder 
adsoxptiv erfolgen kann. 

Nanopartikel sind Partikel einer Gro&e zwischen 10 und 
20 10 0 0 nm aus kOnstlicben Oder ziaturlicben makromolekularen 
Substanzen, an die Arzneistoffe oder anderes biologisch. 
aktives Material kovalent, ionisdi oder adsorptiv gebundeia 
Oder in die dieses Material inkorporiert sein kann. 

Xn SP 1 392 255 werden Nanopartikel auf Basis von humanem 
25 Serumalbumin offezibart, an die zur tlberwindung der Blut- 
Him-Scbranke kovalent oder fiber ein Avidin/Biotin-System 
Apolipoprotein B gekoppelt ist. 



10 



15 



30 



Sin besonderes Ziel einer Pharmakotherapie ist jedocb nicla.t 
nur die spezif iscbe Anreicberung eines pbazmakologiscb ak- 
tiven Wirkstoffs bzw. tberapeutiscb wixksamen Arzneistof f s 
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in eineaa bestixmafcen Gewebe oder Organ zu erreichen, wie in 
EP 1 392 255 o££enbart:, sondern dariiber hinaus sogar in 
spezifiscben Zellen. 

5 Unmodifiziejrte Nanoparl^ikel exm5glicben ein passives «,Dnig 
Targeting^*, das daxiurcb gekennzeicbnet ist, dass die Par- 
tikel nacb intravasaler Applikation durcb Zellen des mono- 
nuklearen Phagozyt:ezxsyst:eniis (SIPS) aufgenommen werden. Bine 
Anreicbesnang deraarbiger Nanopartikel wuirde in Makixspbagen 

10 der Z<eber, der Milz^ des Knocbenmarks sowie in zirkulier- 
enden Monozytien beobacbtet:* Von dem passiven i^Dmg 
Targeting*^ wird das akt:ive „Drug Target: ing» unt:erscbieden, 
bei dem der wrirkst:o££ gezielt mit Hil£e von modi£izierten 
Nanopaxtikeln aucb in prlmar nicbt: zniganglicben Korper- 

15 koiiipart:imen1:en oder Zells^rstemen angereicbert: werden soil. 
Hierzu ist es er£orderlicb, Nanppartikel mit bydropbilen 
Ober£lacbens1:niktnucen snx verwenden, die unspezifiscbe 
Wecbselwirkungen mit Nicbt -Zielzellen minimi eren, imd. diese 
mit Iiiganden auszustatten, die eine zellspezifiscbe 

20 Anreicberung der Nanopartikel ermoglicben. Solcbe I.iganden 
werden aucb als «,I>rug Target ing-z.iganden^ bezeichnet. Der 
Einsatz zellspezi£iscber Nanppartikel als Trager £ilr 
Arzneistof fe ermoglicbt es, einen pbaxmakologiscb aktiven 
Wirk6to££ unter kontrollierten Bedingimgen in Zielzellen 

25 anzureicbem oder gezielt an seinen Wirkort im K5rper zu 
bringen. Die meisten Arzneisto££e erfUllen obne geeignete 
Arzneiform dieses Ziel nicbt und zeigen allen£alls eine 
zellul^e Anreicberung oder Korperverteilung, die durcb die 
pbysiko-cbemiscben Eigenscba£ten des Wirksto££s selbst 

30 bedingt ist. NOr ein Teil des applizierten Arzneisto££8 
erreicbt den gewiinscbten Zielort, ^sobingegen der 
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verbleibende Tell fur imexwtuaschte Nebeimirkuncren odesr 
toxische Effekte verantvioz1:llc]i is^* Zellspezif ische 
Nanopartikel tragen sennit: dazu bei# dase %ixierwunscbt:e 
KTebenwlrkungezL und toxische Eigenschaften Tan Wirkstoff en 
5 x-edtizlext wezden kozmen. 

Zn erstezi lAilzersucbtuigen wurden hydropbile Ziatexpartikel 
verwendetr die durch Copolymerisafcion von Hydroaia^fcbyl- 
xnethacrylat , Metbacrylsaure und fi3etbylJDiLet:hacryla1: 
10 hergesl^ellt: wurden. An diese Part:ikel mirde ein Antikdrper 

gegen y-Globulin des Kanincbens gebunden* Zm Vergleicb zu 
unmodifizierten Partikeln konnte eine BindunGT der 
Ant:ikorper-modi£izier<:en Zuberei1:ung an l^yiigabozyten 
beobacbtet: werden, die mit: einea aus dem Kaninchen 
15 gewonnenen Ant:i6erum gegen diese X«yxiipbozyt:en vorinfeubiert: 
warden • 




20 verwendel:, urn eine magnetiiscbe Separat^ion von Iiyinpbozyten 
und Erytbxozyten durcbzufubren. 

Easier end auf diesen grundlegenden Arbeilien wurden dann 
monoklonale anti-CD3 Ant:ikdrper ilber eine C7-Spacers1:ruk^ur 
25 an Polyacrylat-Naziopar1:ikel gebunden und diese unter 

Zellkulturbedingungen unter sucbt: • Problematiscb bei diesen 
Arbeil:en war allerdings die Tat:sacbe, dass die Zuozxlnung 
der Zellen zu den Sul^opulationen und damit die beobacbte'te 
Part:ikelassoziat:ion mit: der en1:sprecbenden Subgpopulation 
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rein visuell im ulkroskop vorgenoxnnien wurde "T^q scanit niclit 
zml£el6£rei er£olgexi konnt^e. 




10 Verdrangung der Antikorper von der Part:lkelober£laclie. 

Xnsofem 1st: eine adsorptlve Bindung- von Liganden fur ein 
zellspezifisclies ^Dng Targe1:ing^^ in biologisclien Sysfcemen 
nicht geeignet:. 



15 Ein weiterer Naclit:eil der besclxriebenen zellspezifisclien 

Nanopart:ikel-Sy6t:eme ist darln zu sehen^ dass sie auf nicht: 
biologiscli abbaiibaren Polymermaterialien wie Iiatex imd 
Polyacrylaten basieren. 
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Nanopaxtlkeln untier in vitro- Bedingungen lediglicli eine selir 
g-eringe Anrelclieruiig der Pan:llsBl im Tumor delsektlert: • Der 
Haup^anteil der applizier1:exi Nanopartikel wurde In der 
Leber und den Nieren ge£imden. Nanopartikel, die mit: dem 

5 \xnspezlf Isclien IgG-Ant:lk6rper konjugiert: waren, zelg^en 

Iceinerlei Aoreiclierung im Tumorgeweibe. XJlit:er den g6walilt:en 
Versuchsbedlngungen konn^e soml^ ' nur eine geringe 
Spezl£it&^ der konjugierl^eax Nanopart^ikel axL£ Basis von 
limoanem Serumalbumin erzielt werden. Der Hauptteil dieses 

10 Par1:ikelsyst:enLS zeigt:e die fiir ein passives „Drug 

■Targeting^ t^ypisclie, unspezi£ische Korpervertseiltuig. Da die 
-verwendeten konjugiert^en Nanopart:ikel im Hinblick auf die 
Bindung der Antik6rx>er Jedoch nor unzureichend 
oharakt:erisiert: waren, bleibt: unklar, ob die mangelnde 

15 Spezifit&t: durcb.eine xmzureicbende Antikdrper-Bindung 

bedingt war. Jedenfalls wurde ein Nacbweis von spezi£iscber 
und rezept:orvermit:t:elt:er Aufnahme von Nanoparl^ikeln in 
Zielzellen bei gleicbzeitiger TTmgelinng von Nicbtzielzellen 
bisber jedocb nicbt erbracbt:. 

20 

A.u£gabe der vorliegexiden Erfindung war es daber, 
Nanopartikel bereilizustellen, die die Nacbteile der 
bescbriebenen Nanopart:ikel-Syst:eme nicbt: au£weisen, sondem 
eine bobe Zellspezi£it:at: aucb bei Verwendung in 
25 biologiscben Syetemen aufweisen, vm pbarmakologiscb akt:ive 
Wirket:o££e epezi£iscb in ausgewablt:en Zielzellen 
anzureicbem zu konnen, und die auf einem biologiscb 
abbaubaren Matierial basieren. 
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Ausbilduzxg eines stabilen Avidin-Biotin-Koiogplexes gebimden 
sind. Als Prot:eine wefden vorzug'sweise Gelatine und/oder 
Serumalbumin^ besondexs bevoxzugt buxiianes SeruEoalbumin 
irerwendet: • Bel dlesen modif Izlerten Nanopartikeln kazin eine 
5 zusatzllcbe Bindung von pharmakologisch aktlven Wirkstoffen 
an die Nanopazisikel sowobl kovalent, komplexiexend ilber das 
A-vidin-Biotin-System als aucdi inkorporatilv oder adsorptlv 
erf olgen . 

10 Figur 1 zeigt: die Struktur eines Avidin-modif izierten 




Figur 2 ist ein saulendiagramm, das die zellulare Aufnabme 
15 von Antikorper (Tx-astTuzuniab) -siodi£izier1:en Gelatine A- 
ITanopartikeln in verscliiedenen Bmstkrebs-Zelllinien, 
exmittielt durcb FACS-Analyse, zeigt. Die Antik5rper- 
modifizierten STanopartikel murden jeweils mit den nicbt 
modifizierten Nanopartikeln tmter gleichen Inkubations- 
20 bedingungen verglicben. IHabehandelte Zellen dienten als 
Kontrolle. 

Znr Preparation von Nanopartikeln gem&S der Erf indung wurde 
eine wassrige Gelatine-Zidsung durcb einen doppelten 

25 Desolvatationsprozess zu Nanopartikeln inngesetzt iznd diese 
anscblieSend durcb Quervemetzung stabilisiert. Die auf der 
Oberflacbe dieser Nanopartikel befindlicben ftinktionellen 
Ginippen (Aminogruppen, Carbosylgruppen, ^ydroKylg'r^ppen) 
k6nnen durcb geeignete Reagenzien zu reaktiven Tbiolgruppen 

30 umgesetzt werden. Funktionelle Proteiiae konnen Gber 

bifxinktionale Spacermolekule, die eine Reaktivit&t sowobl 
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gegentiber Aminogruppen als oucli f reien Tliiolgruppezi 
aufweisen, an diese Tiaiolgiruppen-inodxf Iziez^en Nazippaxi:±kel 
gebuAden werden. Zu dlesen funktionellen Proteinen zdhlen 
inside Bonder e Avidinderiva1:e Oder zellspezifische 
5 Antxkdrper. 

Bei der Praparaliion der Nanopart:lkel fto die naclifolgend 
beschriebenen Zellkulturversuclie wurde elne Reaktsion der 
prlm&ren Amlnogruppen au£ der Partikeloberflache mit 2* 

10 Xmixxothiolan durchgefuhrt, die zu einer Einfuhrung von 

frexen Thiolgruppen au£ der Part:ikelober£laclie fiihrte. Die 
Amizxogruppen dee Avidin-JDerivat:es Neut:rA.vidin™ wurden mit: 
dam bifunktionalen Spacer Sul£o-MBS (m-SS&leimidobenzoyl-Isr" 
bydr^oxysulfosuccinixaidester) aktiviert und nach sS.ulen- 

15 ebromat:ogr€^p]3d.scfa.er Aufreinxgung dxeser Ak^lvierungs- 

zwiscbenstu£e mil: den tbiolier1:en Gelatine-Nanopart:ikeln 
verset:zt« Dieses Zwischenprodukt der Avidin-modi£izierten 
Nanopart;ikel st^ell^ ein universelles Trager^yst:em fOr eine 
Vielzabl bio1:inyliert:er Substanzen dar, die uber die 

20 Avic3.in-"Biot:in-Ko2Dplexbildung gebunden werden kdnnen. 

Zur Bindung der Antikorper, vorzugsweise monoklonaler 
An1:±k6rper, wurden die Antikorper entweder biotiinyliert: 
ertgforben oder durcb tftnsetzimg mit NHS-Biotin (N--ECydroxy- 

25 succinimidobiotin) biotinyliert tmd mit den Avidin- 
modxf izierten Nanopartikeln versetzt. DorcH die 
besobriebene Avidin-Biotin-Komplexbildung wurden dadurcb 
Antikorper-modif izierte Nanopartikel au£ der Basis von 
GelatdLne erbalten (Figur 1) . Ent spr ecbende Antikorper- 

30 iDod±£izierte Nanopartikel konnen aber aucb au£ Basis von 
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Serumalbumlxx, vorzugsxroise hunanesL Seruxaalbumln, 



5 zur zellspezxfischen, i3i1:razelluld.ren Jftnreichenmg 

zuxoizicLest: edLzies pharmakologisch aktivan Wirkstoffs, das In 



10 NtoopartikeX ermogllclien. Als Proteinbasis ki 

vorzugsweise Gelatine imd/oder Seinmallyumin, besonders 



Gruppe ist vorzugswelse eine Amino- Hiiol-, Carboxylgruppe 



15 



20 



, uez- aux-cix Aasoxpcion, xnicorporation 
kovalente oder koxoplexierende Bindung iiber die reaktiven 
Gnippen an das Tr&gearsystem bzw. die Nanopartikel gebunden 



25 Die Erf indung xizafasst audi die Verwendung 

fOn Tz^agersystems zur 



ArzneimitteXs fur die Anreiclierung eines pharmazeutiscb. 



30 Die Erf indung umfasst ferner ein Verfabren zur Herstellung 
eines Tragearsystems in Form iron Nanopaxtikeln auf 
Froteinbasis zur zellspezif iscben Anreicberung zumindest 
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eines plianna3colo93.scli akt:iven Wirksboffs, das d±e folgesiden 
Sclxrlt:1:e umfassi:: 

De6ol-v-at:leren einer wassrigen Prolseln-Iiostuig-, 

Stabillsieren der durclx Desolvatal^ion enlisliaxxdeziezi 
5 Nanc^ar^lkel duaxsli Qaervemel:zung, 




10 vorsn&gswelse von Avldln, mlttels bifunktloiialex 

Spacexmolekiile , 

oegebenenfalls Bxofclxiylxexraiig des Jlknt:±k6rpers , 

Beladen der Avidin-xnodlf izlerten Nanopax^lkel mil: 
biot:lxxyl±ertem Azitikorper, 

15 - Beladen der Avldln-modlflzier^en Nanopart^xkel ml^ 

biot:ixiyllert:em und pliarmaze'ut:lsclx oder blologlsdi 
aktiven W±rkst:of£« 

20 Bel desn er£lxidungsgenia£en Verfabren ^rd besondere die 




Vorzugswelse erfolgt das Desolvat:leren diircb Rubren imd 
25 Zugabe elnes wassemdLscbbarexi Nlcbtlosimgsnd.1:t:els fur 
Prol^elne oder durcb Aussalzen. Das wassenolschbare 
Nlchtldsuzigialttel fur Prot:elxie wlrd vosrzugsweise aixs der 
Gruppe ausgew^lt:, die Etibanol, Metbanol, Isopropanol , und 
Aceton umfasst. 




35 Bevorzugt wlrd als Tblolgzuppen-modiflzlerendes Agens elne 
Substanz vexrwendet, die aus der Gruppe ausgewablt: 1st:, die 
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2-Iiiiinotliiolan, eizxe KomblxLatlon aus l-Ethyl-3- (3-dimethyl- 
amlnopropyl ) carbodl ±2BLid uzid Cystieln oder eine Ramblziatiozi 
aus l-Et;hyl-3-(3-dlziietlxylamlnopropyl)carbodiljnid und 
Cystaminluiiidiclilori<5L sowie Dithiotreltol umfasst. 

5 

Als bifxmktionales Spacermolektil wird vorzucrsweise eine 
Sul>stanz irerweaidet, die aus dex Gruppe ausg-ewalxlt: ist, die 
m-fidaleimidobenzoyl -M- faydroi^sulf o - sue cinimides tier , 
Sulf osucciziijiiidyl'-4 — [N-xiialeixnido-xiiet:liyl]cycl6hecKa2i--l-- 
10 carboxylat:, Sul£osuc;cinim±dyl-2- [m-azido-o-ziit:robenzamido] - 
ethyl-l, 3 'dit:liioprox»ionat, Dimeth.yl-3 , 3 '-dithiobis- 
propio Tilmi da t-dihydxroclilorid uzid 3, 3 "-Di1:hidbis [sulfo- 
succiniiaidylpropiozi.3.t ] umfasst: . 

15 Beispiel: 

zur Herstellung von Protein-Nanopartikeln wurden 500 mg 
Gelatine A in 10,0 ml gereinigt:em Vfasser untex Exwazzoen 
geldstz und durch. Zug^abe von 10,0 xnl Aceton zu einem 
Sediment ausgefallt . Die ausgef allte Gelatine wurde 

20 abgetrennt, erneut -unter Erwarxnen in 10,0 xol Wasser gelost 
und der pH-Wert dear I<osung auf pH 2,5 eingestellt. 
Nanopartikel wuxden aus dieser Iidsung durch tropfenweise 
Zugabe von 30 ml Aceton erbalten (Desolvatations-Proze&) • 
Die Nanopartikel wu.zrden durcb Zugabe von 625 ill 

25 Glutaraldehyd 8 % uxid Riibren iiber Nacht stabilisiert . Die 
Nanopartikel wurden. in Aliq^uoten zu 2,0 ml durcb 5 Zyklen 
Zentrifugation und Redispergieren mittels Ultrascball- 
bebandlung auf gereinigt . Zur Thiolierung der Partikelober- 
£iacbe xmirden 1,0 xal K^opazrt ike 1- Suspension (20 mg/ml) mit 

30 2,5 ml einer Losung- von 30 mg 2-Xminotbiolan (Traut's 
Reagenz) in Tris-Piiffer pH 8,5 versetzt ^-'Tirf tlber 24 b 
gerubrt. Die Aufreixiigung ziacb Tbiolierung wurde wie oben 
bescbrieben erneut ausge£ubrt* 
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Das AirlcLin-Deriv-at: FITC-NeutrAvidin™ wurde uber den 
bifunktionalen Spacer Sulfo-ims (m-Daaleixoidobenzoyl-N- 
hydrosysulfosuccinlnildester) mit den tliiollerten 
Nanopartlkeln verbunden. Zixr Aktivlerung des Avidxn- 

5 Deriva1:es wurde eine Iiosung von 2^5 mg FlTC-NeutrAvidln™ 
in 500 111 PBS-Pixffer pH 7,0 mit: 0,75 mg Sulfo-MBS versetizt: 
und liber 1 h bel Raumtemperatur gerubrt:. Die Abt:rezmung "von 
nicht abreagiert:em Sul£o-]SflBS von dem aktivierten 
xgreatrAvidin™ wurde tUber eine Gr5&enausscliluSclircaaato- 

10 grapbie durchgefiibrt:. Die Frakt:ionen, in denen bei einer 
spektrophotcmetariscben Detektion bei 280 nm ISITeutrAvidin™ 
nacbgewiesen wesrden komit:e, warden vereinigt, mit der 

w 

Suspension der t^biolierten Nanopartikel versetzt n-nrf tiber 
12 b bei Raumten^eratur geriibrt. Bine weitere Aufreinigung 

15 der nunmebr kovailent FITC-NeutrAvidin™-modif izierten 

N!anopan:ikel wuxrde wie oben bescbrieben ausgefiihrt. Die 
erbaltenen Tiber st&ade der Part:ikelau£reinig\ing wuzxLen 
pbotometzriscb im Hinblick auf ungebundenes NeutrAvidin™ 
untersucht und der Anteil an kovalent: gebundenem 

20 HteutrAvidin™ da.raus berecbnet. Die Funktionalitat des 
gebundenen NeutxAvidin™, ausgedrUckt als Anzabl der 
Biotin-Bindungsstellen pro Avidin-Molefcai , wurde durcb ein 
Titrationseacperxment: mit Biotin-4-Fluorescein ermittelt. Es 
konnte gezeigt werden, dass 2,4 der 4 im Avidin-Molekdl 

25 tbeoretiscb vorbiandenen Biotin-Bindungsstellen aucb nacb 
der Konjugation mit den Nanopeurtikeln funktional zur 
Verfiigung stehen. Fiir die Beladung mit den Antik6rx>em 
wurden 150 ill der NeutrAvidin™-modif izierten Nanopartikel 
(20 mg/ml) mit 500 |il des biotinylierten Antikorpers 

30 (25 iig/ml) versetzt und uber 90 min bei 10«C inkubiert. 
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Nach der Xzikubation wiurden emeut: die Parl^ikel durcb 
Zentsrifugaeion xaxdL Redispesrg-ieiren auf ^ereinigt:. Die 
erhaltenen Part^ikelttl^erstaxide wurden mittels Westexn-Blot- 
Analyse au£ ung-ebundenen Anlrlkorpei: unbersuch.!: . Es wurde 
5 ko2m1:e gezexcrt: werdexi, daee xnelur als 80 % des eingreset:zt:en 
Anfcikorpers mit dem Paxizikelsystem vex-bimdezi vorlacren. 

Slit Hilfe des be scbr xebenen Paxtikelsystexns wurden in 
vorsobiedenen Zellku3.1:urversucben sellspezif iscbe 
10 Paxtikelanreicbeningen in Zielzellen g-efunden, die das vom 
Antikorper erkannte Obearflachenantigen tragen. Die 
nacb£olg-enden Zellkultuzmodelle wurden eingesetzt: 

1. Iiyinphozyt^are Zielzellen (Jurkat T-Zellen) mit dem 
Oberflaclienantigezi CD3 • 

15 .Nanopartikel wurden mit einem biotinylierten ant:i-CD3- 

Ant:ik5rper beladexi. 

2. Humane Brustkrebs— Zelllinien (SK-Br-3-, IfflCF-?-, BT474- 
Zellen) mil: einer Bspression des HER2-Ober£lacben- 
antzigens • 

20 Nan<9art:ikel wurden mit dem zugelassenen Antikorper 

Trastuzumab (Herceptin®) beladen, der zuvor biotinyliert 
wurde. 

Die kultivierten Zellen wurden mit dem Nanopartikel -System 
in Konzentrationen zwiscben 100 und 1000 \Lg/ml. ixikubiert 
25 und nach 4 b Znkubat^ionszeit ungrebundene Nanopartikel durcrb 
Wascben der Zellen aibgetrennt . Die Zellen wurden mittels 
Durcbf lusszytometrie (FACS) ale aucb konfokaler Mikroskopie 
(CLSM) im Hinblick aixf Nanopartikel-Auf nabme untersucbt* 
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Fiir die imtersuchungexx zur zellspezifischen Aufnahme der 
mit dem l>3.ot:inyliert:ezi antx-CDS-Axitikorpex modif izierten 
Nanopartikeln la lyiQplxozyt:&ren Zellen wurden Jurkat-T- 
Zellen in einer Dicht:e von 1 X 10^ Zellen pro Well auf 
5 einer 24-Well-Mikrot:iterplat:te aus^esat: und RPS9I-Mediiun 
kult:iviert:. Das Efedium wurde mit 10 ^ (v/v) fotalem 
Kalberseanua (FCS) , 2 Ii-Qlutamin und 1 % 
Penicillin / Streptomcycin supplement iert:. Die mit 
Antik6rper modif izierten Nanopartikel vmrden in einer 

10 Ronzentration von 100 O lig/ml mit den Zellen iiber einen 

Zeitraum von 4 li inkubiert. Uto eine epezifisclie zellulare 
Au£nahme ul>er den T-Zell-Rezeptor zu beleg^, wurden 
unterschiedliche Kontxrollesperiinente durchcrefiihrt • 
Einerseits \ra.rden Nanopartikel ein^resetzt, die mit 

15 unspezi£isch.em IgG-Ant:ik6rper anstelle des spezifisclien 
anti-CD3-Antik6rpers 33eladen xraren« Weiterliin wurden die 
tJatersuchungen mit JUarkat-T- Zellen durcligefuhrt, die mit 
2,5 ug freiem IgG- oder anti-CDS-Antikdrper pro 1 x 10* 
Zellen uber 30 min voaclnkutoiert wurden. Nach diesem 

20 Zeitraum wurden die m±t dem anti-ca>3-Antik6rper beladenen 
Nanopartikel zugegebezi. Andererseits wurden Vergleiclis- 
untersuchungen mit MCI"- 7 -Zellen durclxge£iU3krt, die das CD3- 
Oberflachenantigen nicttt aufweisen. Die zellulare Aufnafame 
wurde qualitativ mittels konfokaler Slikroskopie sowie 

25 q[uantitativ loittels I>iirc]i£lusszytometrie bewertet. 




30 expremierende Zellen {BT474 und SK-Br-3) in einer Dicbte 

von 2 X 10= bzw. 1 X X0= Zellen pro Well auf einer 24-Well- 
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Mikrot:iterplatt:e ausges^l: und in RPMX-iaediuixi bzw. £acCoy*s 5 
A kultsiviert:. Da.s Medium der BT474 urarde mit 20 9s (v/v) 
£6talein Kalber serum (PCS) , 2 % L-Glutamin^ 1 % 
Penicillin / Streptomycin und 100 U Insulin supplement iert . 
5 Das Medium der SK-Br-3 mirde mit 10 % (v/v) fotalem 
Kd.lber serum (FCS), 2 % I<-Glutamin und 1 H 
Penicillin / Stzreptomycin supplement iert. Die mit dem 
i^tikorper modi£izierten Nanopartikel mirden in einer 
Konzentration von 100 lag/ml mit den Zellen tiber einen 

10 Zeitraum von 3 Ix inkubiert. Vm eine spezifisclie zellul&re 
Aufnahme ul>er den ]BaSR2-Rezeptor zu bele^en, wurden 
unterschiedliclie Vexgrleichsuntersuclixingen durchgef tilirt • 
Einerseits wurden Nanopartikel eingesetzt, die mit keinem 
spezi£iscbem Ant::ikorper beladen \raren. Andererseits wurden 

15 die Untersucbun^en mit MCF-7- Zellen (noxmale HER2 
Es^pression) durchgef iihrt . Weiterbin wurden 
Kontrollesperimente mit SR-Br- 3 -Zellen durcbgefubrt , die 
mit 2,S ixg/ml fareiem anti-HER2-Antik5rper (Trastuzumab) pro 
2 X 10 Zellen iiber 30 min vorinkubiert wurden, Nacb diesem 

20 Zeitraum wurden die mit dem anti-HER2-AQtlk5rper beladenen 
Nanopartikel zugegeben. Die zellulare Aufnahme wurde 
<a:ualitativ mittels konfokaler Mikroskopie sowie quantitativ 
mittels Durchf lusszytomuetrie bewertet. 



25 Ergebnisse 
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spezi£ischen Azit:i.korper behaudelt warden . Sine 
Vorbe ha ndl un g mit freiean xinspezif iscliem XgG-Anfcikozper 
blngegexi zelgt:e Iceinen £in£luBs auf die Part:ikelaa£nah2tte • 
Elne Modifikatiozx der Nanc^art^lkel mit eixiCTi unspezifischen 
5 ZgG-Azitikorper anstelle des spezifischen an1:i-CD3- 

Antikorpere fuhrti^e srleiclifalls zu keinear Aufx&alme in d«n 
Zielzellen. Kontizrollexperimente xmrden weiterlain mit 
Bmstkrebszellen (MCF-7-Zellen) durcligeftilirt, die das CD3- 
Ober £ la nh i m ant igen niclit aufmieen. Bei diesen 
10 Kontrollexperimenten wurde unter alien gmrSblten 

Bedingungen keine Aufnahme der Nanppartikel-Zubereitungen 
beobaclxtet . 

Humane Bjirustkrehe-ZGlllinlen (SK-BrS'-r MCF-y-, BT474'- 
15 Zellen) 

Die eingesetzten Zellen zeigten in unterscbiedlicliem Mafie 
eine Expression des H£R2-Ober£laclienantigens, das als 
Angriff spunkt fiiar eine zellulare Aufnahme der Antik5rper- 
""^<^^^izierten Nanopartikel eingesetzt wurde. Die Sa^ression 
20 der Zellen xrarde vor der Xnkubation mit den Naziopartikeln 
durcli Western-Blot -Analyse bestimmt (Tabelle 1) . 



Zelllinie 




Expression HER2 


BT474 




311 


MCF-7 




100 


SK-Br-3 




366 



Tabelle 1: Bspressioo des BBR2~Oberf iac2iexiant:lsezu5 

au£ der Oberfladie versciii.edener Xmnorzellen ezmittelt 
durah Wesfcexn-Blot-Analyse. Die Bspresslcm wurde zela^v 
zu den Wex*t:en der i^xiormal eHprizolereztden^ ZICF-7 -Zellen 
berech&et. 
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Sowolil dur-cli FACS als audi CIiSM konnte gezeigt werden, dass 
Nanopartilcel aellular aufgenoinmen wurden, die mit dem 
zellspezifischen Antikdrper Trastuzuzoab modifiziert: 
eingesetzt: xrarden (Flgur 2) • Die zelluldre Aufnahme der 
5 ^ezi£i8claen Nanopartikel kozmte verhindert wexrden, wenn 
die Zellen vor der Part:ikelzugabe mit dem f reien 
^ezifiscbien Antikdrper behandelt wurden. Nanopartikel des 
gleichen Herstellimgsansatzes, die nichb mit dem 
biotinyliertem Antikdrper modifiziert eingesetzt warden, 
10 zeigten unter den gewSlilt^a Bedingimgen eine nur geringe 
zellulare Aioreiclierung. Das Aiisma& der zellul&ren Aafnahme 
der Antikorper-modif izierten Nanopartikel konnte mit dem 
Ausmafi dear Expression des HER2-ober£l&clienantigens 
korreliertz werden. 




20 werden die Partikelsysteme nur in die entsprechenden 

Zielzellezx aber niclit von Kontrollzellen aufgenommen. Die 
Vorinkiibat^ionen mit freiem spezi£ischen Antikdrper belegen 
deutlicb, dass die Partikelaufnahme durcsh einen Frozess der 
Rezeptor-vermittelten Kndozytose erfolgt. Somit bestebt 




30 
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Mit den earflndunsrsg^em&fien Antikdrper-xnodif izierten 
Nanopa2:t:ikeln auf Basis von Gelat:ine wizrd ein gnt 
charakter±siert:es, partikulares Tragersystem bereit 
gestellt, das mit einem fmiktionale Drug Targeting- 
5 Liganden, welches es auf seiner Dberfl^clie tragt^ eine 



zellspezi£isc2ie Aufnahme und Anreichenmg, auch von 
gegebenenfalls an das Tr&gersystem durch Adsorption, 




10 erxadglicht: . 
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10 



1 • Tzragersystem 



5 Wi 



Wa.rk8t:o££s, qUtcUircli g-QkeimzolchiiQt: ^ dass das Tracer system 
in Forxa von ISTanopartikeln auf Proteinbasis, bevorzu^ auf 
Basis von Gelatine xmd/oder Serumalbumin, besonders 



eine zellspezifisclie Anlagerung nnd zellul3.re Aufnafame der 



15 



2. T'ar^ersystem nach Anspruch 1, dadnrch gekennzeic>>net ^ 
dass a±e reaktive Gruppe eine Amino-, ^iol-. 



20 



4 



a^x-agersystem nacb An^mcli 1 oder 2, dadtirch. 



Anspmch 3, dadnrch gelcennzeichnet: 



5. T'lragersystem nach einem der vorangeJbenden Anspriiche, 
25 dadxxJTcb . gefeaTi nzeichnet , dass es zusatzlicb einen 

phaxnia.zeut:iscax aktiven Wirkstoff umfasst, der durcli 



30 
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5 




10 Scfajritte umfasst: 

- Desolvatieren elner wassri^en Protein-Xiosung, 

- St:al>±lisleren der durdi Desolvatation en^standenen 
Nanopartikel durcli Quex^eme^zxmg, 

-Ukasetzen eines Tells dear £uzikt:lonellen Gzuppen auf der 
15 Oberflache der stabilisierten Nanopartikel zu 

reakt:ivexi Thiol-Gruppen, 

- kovalentzes Anl&ef ^en fxuakt:loneller Protelne, 
vorzugsweise von Avidin, mittels bifixnktiioxxaler 
Spacenoolektile , 

20 - gegebenenfalls Biotinyliening des Antikorpers, 

-Beladen der Avldln-modifizierten Nanopart:ikel mit 
blotlnyliertieiii An'tlkorper, 

- Beladen der Avidin-modifxzierten Naiiopart:ikel mit 
biotinyliertem und phaxmazeutlscli oder biologiscb 

25 aktiven Wirkstoff . 

Q • Verf ahren nacb Axisprucb 7, dadurch <T QirftTi nzeic'H'"^*- , 
dass die Proteinbasis Gelatine und/oder Serumalbumin, 
vorzugsweise bxxmanes Serxixaalbxuoin ist. 

30 

9 . Ver£abren nacb Ansprucb 7 oder 8, dadurch 
crekenngfti r!V>Ti^f- , dass das Desolvatieren durcb RQbren imd 
Zugabe eines wassermiscbbaren Nicbtlosungsmittels ftir 
Proteine oder durcb Aussalzen erfolgt. 
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3-0. Verfahren nacli Anspruch 9, daduxch gekeimzeiclmet . 
aass das wassermischbare Nlcht:16suxigmittel fiir Proteine aus 
der Gruppe aussen^alilt: wird, die Ethanol, fitetbanol, 
r sopropanol , imd Aceton umfasst, 

5 

11. Verf ahren nacli einem der Anspruche 7 bis 10, dadurch 
ff^irf^nrfcsreicbiiet . dass zmn Stabilisieren der Nanopartikel 
t^lxermiscbe Prozesse oder bifunktionale Aldehyde oder 
Fozxnaldehyd verwendet: wird. 

10 

12. Verfahren nach Anspruch 11, dadiirch ^ g>TrOTT^-g#>-Lg«innQf^ 

a.ass als bifuktionales Aldehyd Glutaraldefayd verwendet 
Ti9-ird. 

15 13. Verfahren nach einem der Ansprliche 7 bis 12, dadurch 
crekQTiTigQj f;hTii^<- ^ dass als Olxiolgruppen-modif izierendes Aaens 
eine Subst;anz verwendet: wird, die aus der Gruppe ausgewahlt: 
ist, die 2-Xminothiolan, eine Ko]iibinat:ion aus l-Ethyl-3- (3- 
dimet:hylaminopropyl}carbodiimid und Cystiein, oder eine 

20 Kombination aus l-Kthyl-3- (3-diiaethylaiainppropyl) - 

oarbodiimid und Cystzai&iniuxiidichlorid sowie Dithiotreitol 
umf asst: • 

14. Verfahren nach einem der Anspriiche 7 bis 13, dadurch 
^ g'<=>'ifewTi?ge jLf!Tin^t- ^ dass als bifunktiionales Spacermolekul eine 
Substanz verwendet: wird, die aus der Gruppe ausgewahlt ist, 
die m-Maleimidobenzoyl-N-hydroKysulfo-succinimidester, 
Sulf osuccinimidyl-4- [N-malelmido -methyl] cyclohexan-1- 
carboxylat, Sulf osuccinimidyl-2- [m-azido-o-nitrobenzamido] - 
30 ethyl-1, 3 "dithioprppionat , Dimethyl-3 , 3 ' -dithiobis- 

propionimidat-dihydrochlorid und 3,3'-Dithiobis[sulfo- 
succinimidylpropionat] umf asst. 
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